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Effets de la contamination expérimentale in vitro 
des embryons de souris et de brebis 
RÉSUMÉ 
par Campylobacter /etus 
par B. GUERIN, J.P. BUILLY, P. HUMBLOT, 
M. NIBART et M. THIBIER 
Un ensemble de 460 embryons de souris de 3 à 5 jours, à zone pellucide 
intacte, ont été collectés et exposés à une contamination expérimentale in vitro 
par C. fetus ss fetus (n = 184, 1 lot témoin = 46 embryons) et par C. fetus 
ss venerealis (n = 182, 1 lot témoin= 48 embryons). 
Semblablement, 164 embryons de brebis ont été parallèlement exposés 
dans les mêmes conditions à C. fetus ss fetus, et 51 embryons ont servi de 
témoins. 
Les embryons ont été exposés pendant 48 heures à 37 °C, à des doses 
variant entre 0,01 et 100 DIES1m pour les embryons de souris et entre 0,1 et 
1 OO DIES50 pour les embryons de brebis. 
Après l'épreuve infectante, les embryons vivants ont été lavés, broyés et 
mis en culture, ainsi que les liquides de lavage, en vue de la recherche de 
C. fetus. 
Après 48 heures d'incubation, on constate un effet de la durée de l'éoreuve 
infectante (p < 0.01) et un effet de la dose (p < 0.001) sur la survie embryon­
naire pour tous les embryons et pour les deux espèces bactériennes testées. 
Après lavage et broyage, aucun embryon n'était contaminé par Campylo­
bacter fetus. 
Mots clés : Transfert embryonnaire - Risques sanitaires - Ovim - Campylo­
bacter. 
SUMMARY 
EFFECTS OF CAMPYLOBACTER. FETUS IN VITR.O EXPERIMENTAL INFECTION 
OF MICE AND EWES EMBRYOS 
A total of 350 ZP-1, days 3-5 mice embryos were collected and sub­
divided as follows : 184 were exposed to C. fetus ss f etus compared to 
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46 controls (non contaminated) and 182 exposed to C. fetus ss venerealis 
compared to 48 controls. 
. In addition, 164 ZP-1, day 6 sheep embryos were collected and conta­
minated with C. fetus ss fetus compared to 51 control embryos. 
The mice embryos were submitted for 48 hours at 37°C to a range of 
0.01-100 ID50 and the sheep embryos to a range of 0.1-100 ID50• After 
48 hours, the non-degenerated embryos were washed, homogeneized and then 
cultured simultaneously to the washing fluids for search of Campylobacter 
fetus. 
After 48 hours, a dose-eff ect on the survival rate of the embryos 
(p < 0.001) and a duration-effect (p < 0.01) of the contamination are shown 
both for mice and sheep embryos for the two species of Campylobacter fetus. 
No Campylobacter fetus either in mice or sheep were isolated in the last 
washing mediums nor in the homogeneized embryos. 
Key words : Embryo transfer - Infectious disease - Ovine - Campylobacter. 
INTRODUCTION 
Le nombre de transferts embryonnaires, en particulier chez les bovins 
et les petits ruminants, augmente· régulièrement chaque année dans le 
monde et surtout en Europe (TuIBIER, 1987). Ceci résulte certes d'une 
plus large diffusion de la technique de transplantation entre femelles 
donneuses et receveuses d'un même troupeau, mais aussi et peut-être 
plus encore entre troupeaux d'une même région, entre régions, entre pays 
et continents. 
Interviennent alors, dans cette dernière situation, les problèmes de 
nature sanitaire. Les nombreuses études de ces six ou sept dernières 
années ont permis de préciser les mesures sanitaires à respecter pour 
éviter la propagation d'agents pathogènes à l'occasion de tels transferts 
(Manuel de la Société Internationale de Transfert Embryonnaire, 1987). 
Ces mesures concernent essentiellement les dispositions à prendre pen­
dant la phase de manipulation in vitro des embryons (SINGH, 1985) ainsi 
que le définit judicieusement la législation françaies (A.M. du 8 septembre 
1986) pour les opérations nationales. 
Cependant, le nombre d'agents pathogènes étudiés est encore faible 
tant chez les bovins que chez les petits ruminants. Or, il est clair qu'il 
n'est pas possible d'extrapoler simplement les conclusions afférentes à 
l'un de ces agents (bactéries ou virus) à un autre (HARE, 1985). 
Jusqu'à ce jour, aucune étude n'a envisagé, dans le cadre du trans­
fert embryonnaire, les risques liés à l'espèce Campylobacter fetus pour­
tant à l'origine d'une des principales maladies vénériennes chez les bovins 
notamment (SMITH, 1919; FLORENT, 1959; LAING, 1960; FISCHERLEIT­
NER, 1984; MANSER et DALZIEL, 1985; VARGA et al·., 1986). 
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La présente étude réalisée in vitro a pour but de préciser chez la 
souris, utilisée ici comme modèle expérimental, et chez la brebis : 1 ° la 
sensibilité des embryons à Campylobacter fetus (ss fetus et ss venerealis) 
2° les risques éventuels encourus en cas de transfert conjoint de cet agent 
pathogène et d'embryons initialement infectés. 
MATERIEL ET METHODES 
PRODUCTION D'EMBRYONS DE SOURIS 
Les embryons de souris ont été obtenus après superovulation de 
femelles de race Balbo Jackson selon la technique de Brinster (1963). 
La collecte des embryons (n = 541) a été réalisée à J +31/2 {J0 =jour 
de l'accouplement) par perfusion des oviductes et des cornes utérines 
avec du tampon DULBECCO modifié (PBS) (WHITTINGHAM, 1971) conte­
nant 10 % de sérum de veau fœtal et 0,4 % d'albumine bovine. 
PRODUCTION D'EMBRYONS DE BREBIS 
Cinquante et une brebis métisses F1 (Romanov X Berrichon) ont 
été superovulées par la technique de TORRES et al. (1986). La collecte 
a été réalisée à 16 (10 = jour des chaleurs) par laparotomie selon la 
technique de HUNTER et al. (1955) avec du PBS contenant 0,2 % d'albu­
mine bovine. 
SOUCHES DE CAMPYLOBACTER 
Les épreuves de contamination expérimentale in vitro des embryons 
de brebis ont été réalisées avec une souche de Campylobacter fetus ss 
fetus isolée d'un foie de fœtus d'agneau. Les ambryons de souris ont été 
contaminés avec la même souche de Campylobacter f etus ss f etus et 
avec une souche de Campylobacter f etus subspecies venerealis isolée de 
la muqueuse préputiale d'un taureau porteur sain. 
Le diagnostic bactériologique des souches de Campylobacter a été 
réalisé selon des critères d'identification déjà décrits (Bergey's Manual, 
1984). 
MÉTHODES DE CULTURE ET DE DÉNOMBREMENT DES CAMPYLOBACTER 
Milieu de culture. - Les Campylobacter ont été cultivés sur milieu 
Brain Heart Infusion Agar (DIFCO) + 10 % de sang de mouton. L'incu­
bation a été réalisée dans un mélange gazeux (air liquide) contenant 
C02 8 %, 02 5 %, N2 87 % pour C. fetus ss venerealis, et air+ C02 
10 % (Hydrojack C02 Incubator FORMA SCIENTIFIC) pour C. fetus ss 
fetus. 
66 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 
�THODE DE DÉNOMBREMENT DES CAMPYLOBACTER 
La concentration bactérienne des suspensions mères a été déterminée 
par néphélémétrie. La mesure précise de la dose infectante mis('. en pré­
sence des embryons a été réalisée par la méthode de dénombrement en 
gélose. 
CINÉTIQUE DE CROISSANCE DES CAMPYLOBACTER DANS LE PBS 
La cinétique de croissance de C. f et us ss f etus et de C. f etus ss vene­
realis a été étudiée en PBS1 (Pénicilline 1 OO UI/ml et Streptomycine 
0,05 mg/ml) et en PBS2 (sans antibiotiques), par une analyse de dénom­
brement des Campylobacter réalisée sur deux séries de dilutions à T o, 
T+24 h, T+48 h (incubation à 37 °C). 
DÉTERMINATION DE LA DOSE INFECT ANTE 
JUGEMENT DES EMBRYONS APRÈS CONTAMINATION IN VITRO 
Pour les deux souches bactériennes étudiées, la dose infectante pour 
les embryons de souris (DIES50) de même stade de développement et 
de même qualité (zone pellucide intacte) a été déterminée sur deux 
groupes de 7 lots de 10 embryons chacun dont 1 lot témoin non conta­
miné. Chaque groupe a été mis en présence de C. fetus ss fetus et/ou 
de C. fetus ss venerealis (101 à 105 UFC/ml) pendant 48 heures. 
La viabilité des embryons a été contrôlée par examen à la loupe 
binoculaire (10 X 60) et après coloration (THADANI et al., 1982). Les 
embryons ont été classés en 3 catégories : normaux, développés, déve­
loppés retardés et dégénérés. 
EPREUVE INFECT ANTE 
Embryons de souris. - Les embryons de souris (n = 460) à zone 
pellucide intacte ont été collectés au stade blastocyste ou jeune blasto­
cyste. En fonction de la souche testée, ils ont été répartis en 4 ou 5 lots 
(tabl. 1 et Il) contaminés à doses croissantes par C. fetus ss fetus et par 
C. fetus ss venerealis. 
Pour chaque épreuve infectante, 46 et 48 embryons non contaminés 
ont constitué le lot témoin. 
Embryons de brebis. - Les embryons de brebis (n = 215) ont été 
partagés en 4 lots contaminés à doses croissantes par C. fetus ss fetus 
(tabl. III). 
Cinquante et un embryons non contaminés ont constitué le lot 
témoin. 
L'épreuve infectante s'est déroulée pendant 48 heures en PBS1• Les 
embryons ont été cultivés à 3 7 °C en présence de 10 % de C02• Après 
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Contamination des embryons de souris par Campylobacter f et us ss fetus 
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TABLEAU II 
Contamination des embryons de souris par Campylobacter fetus ss venerealis 
Viabilité des embryons après 24 et 48 heures de contact in vitro 
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TABLEAU III 
Contamination des embryons de brebis par Campylobacter fetus ss f et us 
Viabilité des embryons après 24 et 48 heures de contact in vitro 
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24 et 48 heures d'incubation, la viabilité des embryons a été vérifiée par 
les deux méthodes déjà citées. 
TRAITEMENT DES EMBRYONS ET MISE EN CUL TURE 
Après l'épreuve infectante, les embryons ont été lavés dans 10 bains 
successifs de 4 ml de PBS, dans lesquels on a recherché la présence 
de Campylobacter fetus. 
Après lavage, les embryons ont été broyés par groupe de 5 en pré­
sence de sable de Fontainebleau stérile et de 0,5 ml de tampon phosphate 
0,01 M pH 7 ,2. Tous les broyats ont ensuite été ensemencés sur milieux 
BHIA. 
Une suspension mère (105UFC/ml) des deux souches utilisées pour 
les épreuves de contamination expérimentale, ainsi que 2 dilutions (10-1 
à 10-2) en tampon phosphate 0,01 M pH 7 ,2, ont été broyées dans les 
mêmes conditions afin de servir de témoins. 
L'examen des colonies a été effectué pendant 6 à 8 jours. Chaque 
colonie suspecte a été immédiatement clonée et identifiée selon les cri­
tères déjà cités. 
RESULTATS 
L'étude de la cinétique de croissance des 2 souches de Campylo­
bacter dans le PBS1 a montré que l'association Pénicilline-Streptomycine, 
présente dans le milieu, exerce sur les deux souches un effet bactério­
statique limité (fig. 1). Par contre, dans le PBS2, la multiplication des 
deux souches est active. Une concentration initiale en micro-organismes, 
ajustée à 101UFC/ml, permet d'obtenir, après 24 heures d'incubation, 
9.102UFC/ml et 8. 103UFC/ml après 48 heures (fig. 1). 
La dose infectante pour l'embryon de souris a été évaluée à 
7,7.103UFC/ml pour C. fetus ss fetus et C. fetus ss venerealis. 
L'étude de la contamination des embrvons de souris par C. fetus 
fetus montre qu'après 24 heures d'incubation (ta}?l. 1) la dose léthale 
100 % est atteinte avec 100 DIESso puisque, dans ce lot, tous les 
embryons ( 45 / 45) sont dégénérés. Les embryons contaminés par 0, 1, 
1, 1 O DIES50 présentent un taux de développement d'autant plus faible 
que la dose infectante est plus forte : respectivement 86 % (37 /43), 
84 % (36/43) et 67 % (37 /53). Inversement, la proportion d'embryons 
dégénérés augmente en fonction de la dose infectante : 14 % (6/43), 
18 % (7 /43) et 30 % (16/53) de 0,1 DIES50 à 10 DIES50. Par compa­
raison, dans le lot témoin, 98 % des embryons (45/46) présentent un 
développement normal. 
Après 48 heures d'incubation (tabl. 1) les observations faites à 
24 heures sont confirmées. Un retard de développement apparaît en plus 
dans tous les lots y compris dans le lot témoin. 
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a C. fetus 11 venereali• PBS 1 
• c. fetua 11 fetua PBS1 
• C. fetu1 11 fetua 
c. fetut 11 venerealit PB 5 2 
24 h 41 .. 
PBS 1 : PBS + pénicilline (100 Ul/ml + streptomycine 50 mg/ml. 
PBS 2 : PBS sans antibiotiques. 
Fig. 1 
Cinétique de croissance des souches de Campylobacter dans les milieux de culture 
pour embryons. 
Dans les lots I et Il, contaminés respectivement par 0.1 et 1 DIES50, 
le nombre d'embryons vivants, qu'ils soient normaux ou retardés, n'est 
pas significativement différent par rapport au lot témoin (68 % vs 72 % 
et 72 % vs 72 % p > 0,05). Dans le lot III par contre, outre un retard 
de développement pour 34 % des embryons de ce lot (18/53) (p < 0,01), 
le taux de survie à 48 heures est significativement inférieur (p < 0.01) à 
celui du lot témoin (47 % vs 72 %). 
La contamination des embryons de souris par C. f et us venerealis 
(tabl. Il) montre également après 24 heures d'incubation une diminution 
du nombre d'embryons développés en fonction de la dose infectante : 
81 % (35/43), 77 % (33/43), 70 % (30/43) et 56 
% 
(24/43), de 0.01 à 
10 DIES5o. La dose infectante de 100 DIES50 correspond là encore à la 
dose léthale 100 %. 
Par comparaison, dans le lot témoin, 85 % des embryons (41/48) 
présentent un développement normal après 24 heures d'incubation. 
Après 48 heures d'épreuve (tabl. Il) le taux d'embryons retardés 
est de 37 % (16/43) dans le lot IV alors qu'il n'est que de 4 % (2/48) 
dans le lot témoin (p < 0.01). Dans les lots I à III, le taux d'embryons 
retardés s'élève parallèlement à l'augmentation de la dose infectante. 
De même, le taux de survie, qui intègre tous les embryons vivants, 
qu'ils soient retardés ou normalement développés, diminue lorsque la 
dose infectante augmente (fig. 2). Cet effet est significatif (p < 0.01) 
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Contamination des embryons de souris par Campylobacter fetus ss fetus et Campy­
lobacter f et us ss venerealis. 
Effet de la concentration en micro-organismes dans le milieu de culture sur la via­
bilité des embryons. 
seulement pour le lot IV (10 DIES50) comparé au lot témoin ( 48 % 
vs 77 %). 
L'analyse statistique des résultats de la contamination des embryons 
de souris par C. f etus permet de mettre en évidence un effet « durée 
de l'épreuve infectante >, les embryons étant plus affectés après 48 heures 
de contact avec C. fetus qu'après 24 heures (fig. 2). 
Cet effet c durée > est très significatif (p < 0.001), tant au niveau 
du taux de mortalité embryonnaire (24 à 48 heures) qu'au niveau du 
développement des embryons à 48 heures (embryons développés). 
L'analyse de « l'effet dose > sur la viabilité des embryons est éga­
lement hautement significative (p < 0.001) alors que l'interaction dose­
durée n'est pas significative. 
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Contamination des embryons de brebis par Campylobacter fetus ss fetus. 
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Effet de la concentration en micro-organismes dans le milieu de culture, sur la via­
bilité des embryons après 24 et 48 heures. 
La contamination des embryons de brebis par C. fetus ss fetus 
(tabl. III) met en évidence une grande sensibilité des embryons de brebis 
à C. fetus ss fetus puisque, dès 24 heures après l'épreuve infectante, le 
taux d'embryons dégénérés atteint 46 % (lot 1) et 56 % (lot III). Dans 
le lot témoin seuls 27 % des embryons sont classés dégénérés. Le pour­
centage d'embryons normalement développés à 24 heures semble peu 
varier avec la dose infectante : 54 % (26/48) pour le lot 1 qui reçoit 
0, 1 DIES50 et 44 % (21 /48) pour le lot III qui reçoit 10 DIESr.o· Dans 
le lot IV qui reçoit 1 OO DIES50, tous les embryons sont dégénérés après 
24 heures. 
Après 48 heures on n'observe plus d'embryons normalement déve­
loppés dans les lots II et III. Toutefois aucun embryon encore vivant 
ne montre l'aspect caractéristique des embryons dégénérés. 
Dans les lots 1, II et III, contaminés par 0.1, 1 et 1 O DIES50, on 
note respectivement 38 %, 33 % et 27 % d'embryons vivants (normaux 
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ou retardés). Par comparaison, le lot témoin montre un taux de survie 
de 51 % (26/51) très inférieur au pourcentage de 73 % (37/51 ) d'em­
bryons normalement développés à 24 .heures (tabl. III). 
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L'analyse statistique des résultats met en évidence un effet dose 
après 48 heures de contact (p < 0.001), ainsi qu'un effet durée 
(p < 0.001) de l'épreuve infectante. 
Après l'épreuve, les cultures de C. fetus réalisées sur les 10 bains 
de rinçage ont permis le réisolement des deux souches de C. fetus ss 
fetus et de C. f etus ss venerealis à partir des deux premiers bains de 
rinçage seulement, mais aucun isolement n'a pu être réalisé du 3e bain 
au toe inclus (embryons de souris et embryons de brebis) (tabl. IV). 
Aucun Campylobacter fetus n'a été réisolé des embryons après 
broyage (tabl. IV). 
DISCUSSION 
La difficulté de reproduire expérimentalement les conditions les 
plus défavorables dans lesquelles on peut être éventuellement conduit à 
réaliser des collectes d'embryons, a obligé un grand nombre d'auteurs 
à étudier, in vitro, les effets de la contamination des embryons par des 
bactéries pathogènes à tropisme génital ou par des virus (ARCHBALD 
et al., 1979; HEGGIE et GADDIS, 1979; WRATHALL et MANGELING, 1979; 
STINGFELLOW et al., 1980, 1984; SINGH et al., 1982a, 1982b, 1983, 
1984: BOLIN et al., 1981, 1983; BOWEN et al., 1982; MALLEK et al., 
1984 ; THOMASON et al., 1987). 
De telles études expérimentales n'ont un sens que dans la mesure 
où elles permettent d'aboutir à l'obtention d'embryons éventuellement 
contaminés mais vivants, seuls susceptibles d'être transférés et de jouer 
ainsi un rôle épidémiologique de vecteur. 
La détermination de la dose infectante 50 % sur l'embryon de 
souris (DIES50) et le choix du milieu PBS1 nous ont permis de maintenir 
pendant 48 heures une concentration constante en micro-organismes 
tout en conservant la viabilité des embryons à un niveau compatible avec 
les exigences de l'expérimentation. 
L'embryon parvient dans l'utérus à J6 et il est normalement collecté 
entre Jil et J8• La durée de l'épreuve infectante a donc été fixée à 
48 heures, délai qui correspond à celui pendant lequel l'embryon, produit 
sur une vache infectée, se maintient dans l'utérus avant d'être collecté 
et transféré (FLECHON et al., 1980). 
Le choix de l'embryon de souris comme modèle se�ble se justifier 
dans la mesure où les effets de la contamination in vitro n'apparaissent 
pas significativement différents par rapport à l'embryon de brebis. Des 
essais complémentaires sont cependant nécessaires dans le but de pré­
ciser d'éventuelles analogies ou différences avec l'embryon de bovins. 
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Le contact des embryons de souris et de brebis avec les espèces 
C. fetus ss fetus et C. fetus ss venerealis entraîne après 24 et 48 heures 
de contact in vitro des lésions de dégénérescence irréversibles qui sont 
d'autant plus marquées que la dose infectante est plus forte et que la 
durée de l'épreuve de contamination expérimentale est plus longue. 
Comme cela a antérieurement été envisagé dans des études simi­
laires (MALLEK et al., 1984; STRINGFELLOW et al., 1984), il semble 
que la diminution de la viabilité des embryons dans de telles conditions soit 
principalement due aux modifications des caractéristiques nutritionnelles 
du milieu de culture (apparition de toxines et de produits de métabolisme) 
plutôt qu'à un effet direct des bactéries sur les embryons. On observe 
que, dans nos conditions expérimentales, aucune adsorbtion ni pénétra­
tion des micro-organismes ne se produit sur ou à travers la pellucide qui 
confirme ainsi ses qualités de résistance et de protection vis-à-vis des 
micro-organismes pathogènes. 
Si les observations que nous avons réalisées sont transposables aux 
bovins, la collecte d'embryons à partir de femelles infectées pourrait éven­
tuellement conduire à l'obtention d'embryons viables dans un milieu de 
collecte contaminé par C. fetus à des concentrations de l'ordre de 
l 55UFC/ml, susceptibles de transmettre l'infection à des femelles rece­
veuses. 
Le lavage des embryons viables à zone pellucide intacte, dans 
10 bains successifs assurant une dilution de 1 : 800 à chaque lavage, 
permet, même dans ces conditions particulièrement défavorables, d'ob­
tenir des embryons de bonne qualité, libres de toute contamination. 
CONCLUSION 
Les embryons de souris et de brebis, à zone pellucide intacte, sont 
sensibles in vitro à l'infection par C. fetus ss fetus et au C. fetus ss vene­
realis qui entraîne une dégénérescence des blastomères. 
Toutefois, la collecte d'embryons vivants de bonne qualité, à partir 
de vaches infectées de Campylobactériose, semble possible, mais les Cam­
pylobacter fetus ne paraissent pouvoir entraîner ni une contamination 
interne de l'embryon, ni une contamination externe par adsorption sur 
la membrane pellucide. 
Le traitement des embryons, tel qu'il est recommandé par les régle­
mentations sanitaires internationales en matière de transfert embryon­
naire (sélection d'embryons à zone pellucide intacte et 10 lavages suc­
cessifs), permet d'obtenir des embryons dans un milieu de mise en place 
qui présente toutes les garanties de· stérilité. 
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